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Zusammenfassung 
Endotheliale Progenitorzellen bei der akuten myeloischen Leukämie - 
Immunphänotypische Untersuchung 
Burow, Karsten 
 
Die Rolle der Angiogenese bei hämatologischen Erkrankungen ist weniger gut bekannt als bei 
soliden Tumoren. Zunehmend wird auch bei Leukämien untersucht, wie humorale Faktoren, z.B. 
VEGF-A, und die beteiligten Zellen, normale und leukämische Progenitoren, Stammzellen und 
endotheliale Progenitoren, zusammenspielen. Diese Arbeit zeigt die Charakterisierung der 
endothelialen Progenitorzellen und ihre Quantifizierung im Knochenmark und peripheren Blut 
von Patienten während einer Behandlung mit Bevacizumab, einem monoklonalen Antikörper 
gegen VEGF-A.  
Hierzu wurden 9 Patienten jeweils vor Beginn der Therapie sowie nach Gabe von Bevacizumab 
an insgesamt 3 verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Die immunphänotypische Zählung 
normaler und leukämischer Progenitoren sowie von reifen und unreifen Zellen der Angiogenese 
erfolgte an 10-50 ml hepariniertem Knochenmark oder Heparin-Blut. Eingesetzt wurden 
monoklonale Antikörper (mAK) konjugiert mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC), mit 
Phycoerythrin (PE), PerCP oder Allophycocyanin (APC) gegen die humanen Antigene CD 4/8, 
CD45/14, CD20, CD33, CD34, CD117, CD 141, VEGF-R2/KDR sowie als primärer Antikörper 
VEGF-R1/flk-1 mit IgG anti-Maus als sekundärer Antikörper.  
Die Ergebnisse zeigen einen signifikanten positiven Zusammenhang bei Blasten und EPC 
(r=0,56, p=0,03) sowie einen Trend zur Korrelation bei Blasten und CEC. Ebenfalls lässt sich ein 
Abfall der Zahlen an EPC nach Gabe von Bevacizumab beobachten. Dieser ist signifikant über 
alle Zyklen betrachtet mit einem p-Wert von 0,02. Der Rückgang der Blastenzahlen über alle 
Zyklen Bevacizumab ist statistisch nicht signifikant.   
EPC und CEC und AML Blasten wurden in der vorliegenden Arbeit mittels FACS charakterisiert 
und quantifiziert. Unter einer anti-angiogenetischen Therapie mit Bevacizumab fielen die 
gemessen Werte der EPC ab. 
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1 Einleitung 
Die Möglichkeiten der Krebstherapien wurden in den letzten Jahren durch Ansätze ergänzt, 
die zielgerichtet zellbiologische Eigenschaften dieser Zellen angreifen. Hierzu zählt der 
wichtige Bereich der Angiogenese.  
 
Stamm- und Vorläuferzellen wurden in großer Zahl für verschiedene Gewebe gefunden (s. 
Abb. 1). Insbesondere auf die Endothelvorläuferzellen (EPC) und deren Rolle bei der 
Angiogenese soll hier näher eingegangen werden. Mehrere Forschergruppen konnten 
zeigen, dass Endothelvorläuferzellen bei pathologischen Prozessen aktiviert werden und 
vermehrt im Blut sowie in den Entzündungsherden zu finden sind. Desweiteren wurde 
festgestellt, dass EPC durch starke Verbrennungen sowie bei einem Herzinfarkt freigesetzt 
werden (1;2). Zusätzlich wird auch die Neovaskularisierung durch Zytokin-induzierte EPC 
verstärkt (3). Nicht nur bei pathologischen Prozessen wie Herzinfarkt, Verbrennungen und 
Trauma scheinen die Endothelvorläuferzellen eine Rolle zu spielen. Diese Zellen spielen 
ebenso in der Tumorangiogenese eine wichtige Rolle, wie später dargestellt wird. Die Zahl 
der zirkulierenden Endothelvorläuferzellen und der zirkulierenden Endothelzellen im Blut 
korrelieren mit dem Grad der Tumorangiogenese (4). Bei der Behandlung von Patienten 
mit Rektumtumoren mit einem anti-VEGF Antikörper, der die Tumorangiogenese hemmt, 
verminderte sich die Zahl der zirkulierenden Endothelvorläuferzellen (5).  
 
Dies legt eine Messung von Endothelvorläuferzellen als mögliche Surrogatmarker für 
antiangiogene Therapien nahe. Durch die Verwendung von EPC als Angiogenese-selektive 
Zielvektoren, die zytotoxische Gene trugen, konnte eine Hemmung der Tumorangiogenese 
erreicht werden (6). Mittels genetisch modifizierten EPC, die das Protein Thymidinkinase 
exprimierten, konnte in einem Tumormodell in der Maus gezeigt werden, dass nach der 
Behandlung der Tiere mit Ganciclovir eine deutliche Nekrotisierung des Tumors zu 
beobachten war (7). 
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Der vaskuläre Endothelzellwachstumsfaktor (VEGF) bewirkt die Aktivierung der 
Endothelzellen und eine Umverteilung interzellulärer Adhäsionsmoleküle (z. B. vascular 
endothelial cadherin (VE-cadherin) und platelet endothelial cell adhesion molecule-1 
(PECAM-1/CD31), was zu erhöhter Durchlässigkeit der Gefäße führt (20;21). Dies zeigt 
die wichtige Bedeutung von VEGF als ein Hauptmediator der Angiogenese. 
 
1.2 Tumorangiogenese bei soliden Tumoren 
Die Angiogenese ist eine entscheidende Voraussetzung für Tumorwachstum und  
Metastasierung (22-29). Tumore zeichnen sich durch ein extremes Zellwachstum aus und 
so gibt es große Bereiche, die nicht mit Sauerstoff beziehungsweise Nährstoffen versorgt 
werden, wenn kein Anschluss an das bestehende Blutsystem sowie eine Neubildung 
innerhalb des Tumorgewebes erfolgt. Tumore könnten ohne diesen Mechanismus bis zu 
einer Größe von 1-3 mm3 wachsen (30). Die Regulation der Angiogenese wird hierbei 
durch pro- und antiangiogenetische Faktoren gesteuert (31). Anhaltendes Tumorwachstum 
setzt daher voraus, dass Tumorzellen die Eigenschaft erwerben, pro-angiogenetische 
Faktoren wie VEGF zu expremieren und damit eine assoziierte Angiogenese anzuregen. 
Die Endothelzellen im Tumorgewebe unterscheiden sich von denen in normalen Geweben 
durch Ihre ständige Aktivierung und sichern so die Blutversorgung während des 
andauernden Wachstum (12). Die ungeordnete, nahezu chaotische Architektur des 
tumorassoziierten Gefäßsystems ist ein weiteres Charakteristikum (32;33). 
 
Die Grundlage für Tumorgefäß-gerichtete Therapiekonzepte bildet die Abhängigkeit des 
Tumorwachstums von der Neovaskularisation (18;34). Tumorzellen selbst bieten aufgrund 
der vorliegenden Mutationen ein wenig stabiles Therapieziel mit einer erhöhten Gefahr von 
Resistenzentwicklungen. Bei Endothelzellen liegen die Vorteile in der hohen Stabilität 
aufgrund der fehlenden Malignität. Dies minimiert die Ausbildung von Resistenzen.  
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1.3 Tumorangiogenese bei hämatologischen Erkrankungen 
Tumorassoziierte Angiogenese ist nicht nur eine Voraussetzung für die Bildung solider 
Tumoren, sondern sie spielt auch eine Rolle bei malignen hämatologischen Neoplasien wie 
den akuten und chronischen Leukämien, dem multiplen Myelom, myeloproliferativen 
Syndromen und Lymphomen.  
 
Mehrere Arbeitsgruppen konnten eine gesteigerte Angiogenese im Knochenmark bei 
Patienten mit akuter myeloischer Leukämie nachweisen (35-37). Eine Gruppe konnte einen 
Anstieg der Mikrogefäßdichte um das 2-3 fache bei Patienten mit akuter myeloischer 
Leukämie zeigen (36). Im Rahmen der Therapie ließ sich ein Absinken der 
Vaskularisationsrate um 60% aufzeigen, das sich bei einer kompletten Remission auf das 
normale  Niveau einer Kontrollgruppe absenkte. Eine gesteigerte Dichte der Mikrogefäße 
im Knochenmark wurde auch bei Patienten mit myelodyplastischem Syndrom, chronisch 
lymphatischer Leukämie, multiplem Myelom (38-40) und Kindern mit akuter 
lymphatischer Leukämie beobachtet (41). Für das multiple Myelom konnte sogar schon 
eine Korrelation mit der Progression der Erkrankung nachgewiesen werden (39). 
 
Diese Ergebnisse unterstützen die Hypothese, dass der Angiogenese auch bei der AML eine 
bedeutende Rolle zukommt.  
 
1.4 Regulatoren der Angiogenese 
Bedeutendster angiogener Faktor ist der vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) 
(42). Fast alle Tumorzellen sind in der Lage, verschiedene VEGF-Liganden zu produzieren. 
Die Expression dieser dimeren Glykoproteine wird erhöht durch Hypoxie, niedrige pH-
Werte, eine Vielzahl von Hormonen, Wachstumsfaktoren, Zytokinen und anderen 
Faktoren. Es konnte gezeigt werden, das eine erhöhte Expression von VEGF mit 
Malignität, Angiogenese und schlechterer Prognose bei einer Vielzahl von Tumoren 
einhergeht (43-50). 
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VEGF beschreibt eine Familie von struktur- und funktionsverwandten Proteinen. Zur 
VEGF-Familie gehören die Liganden VEGF-A oder auch VEGF, VEGF-B, VEGF-C, 
VEGF-D, VEGF-E, PIGF-1 und 2 (placenta growth factor). Als Rezeptoren konnten drei 
Typ III-Rezeptortyrosinkinasen identifiziert werden, die aus 7 extrazellulären 
Immunglobulin-ähnlichen Domänen, einer transmembranären und einer zytoplasmatischen 
Domäne mit Kinaseaktivität bestehen.  
 
Die zentrale Rolle spielt dabei das VEGF-A. Alle humanen VEGF-A Isoformen (VEGF121, 
VEGF145, VEGF165, VEGF189, VEGF206) binden sowohl an den VEGFR-1 (Flt-1) als auch an 
den VEGFR-2 (Flk-1/KDR), wodurch diese Faktoren aktiviert werden (42). Diese werden 
vorwiegend auf vaskulärem Endothel exprimiert, während der VEGFR-3 (Flt-4) 
hauptsächlich auf lymphatischen Gefäßen lokalisiert ist. Die Aktivierung durch den 
Liganden induziert eine Dimerisierung der Rezeptoren, die zu einer Autophosphorylierung 
von Tyrosinresten in der Endothelzelle führt und somit zum Start des intrazellulären 
Signaltransduktionsweges. VEGF-B, PIGF-1 und -2 aktivieren spezifisch den VEGFR-1. In 
Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass die Expression von VEGFR-2 bedeutsam für 
die Angiogenese und Vaskulogenese ist, wohingegen VEGFR-1 in erster Linie das 
vaskuläre Re-Modelling zu vermitteln scheint (51;52). 
 
VEGF-A wurde als der von Tumorzellen am meisten exprimierte und sezernierte Faktor 
dieser Familie erkannt. Die Ausschüttung dieses Liganden induziert eine erhöhte 
Ausbildung eigener Rezeptoren auf aktivierten Endothelzellen und ermöglicht so eine 
gesteigerte Antwortmöglichkeit auf die VEGF-Ausschüttung des Tumors. Die Aktivierung 
des VEGF/VEGF-Rezeptor-Systems startet ein komplexes Signalnetzwerk, das zur Bildung 
von Blutgefäßen führt. Die Neovaskularisierung durch VEGF-Induktion wird zum einen 
direkt über eine Invasions-, Proliferations- und Migrationssteigerung der Endothelzellen 
stimuliert und zum anderen indirekt durch eine Hyperpermeabilisierung der Gefäße, die 
zum Austritt von Plasmaproteinen führt und so ein optimales Umgebungsmilieu für die 
Gefäßneubildung schafft. Außerdem führt die Aktivierung der Endothelzellen zu einer 
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erhöhten Expression von verschiedenen endothelialen Proteinen (z.B. MMP´s, Integrine) 
(53;54). 
 
Zusätzlich zu den beschriebenen Rezeptoren haben einige Mitglieder der VEGF-Familie 
(VEGF165, PIGF-2) geringe Affinität zu Neuropilin-1 und -2 (55). Dabei handelt es sich 
um Rezeptoren, die vor allem an der Embryonalentwicklung und der Tumorangiogenese 
beteiligt sind. Sie wirken als VEGF-Co-Rezeptoren und können die Wirkung von VEGF 
potenzieren (56). 
 
Das VEGF/VEGFR-2 System ist auch bei hämatologischen Neoplasien der wichtigste 
Regulator in der physiologischen und der pathophysiologischen Angiogenese. Viele 
humane leukämische Zell-Linien exprimieren VEGF (57;58). Ebenfalls findet man VEGF 
auf isolierten Blasten von Patienten mit AML als auch auf B-Zellen von CLL Patienten und 
Myelomzellen (57-60). Bei Patienten mit AML konnte ein Zusammenhang zwischen einem 
erhöhten zellulären VEGF Spiegel und einer Prognoseverschlechterung hergestellt werden 
(61). Eine früher angenommene Beschränkung der Expression von VEGFR-2 im 
Erwachsenenalter auf Endothelzellen konnte widerlegt werden. Eine Exprimierung von 
VEGF und VEGFR-2 konnte sowohl auf leukämischen Zell-Linien als auch auf isolierten 
Blasten von AML-Patienten nachgewiesen werden (57;58;62-64). Es ließ sich eine 
Korrelation zwischen Expression von VEGF/VEGFR-2 in leukämischen Blasten und 
Angiogenese im KM von AML-Patienten zeigen.  
 
Von leukämischen Blasten sezerniertes VEGF kann sowohl das leukämische Zellwachstum 
durch parakrine Mechanismen (Erhöhung der Mikrogefäßdichte im KM) als auch durch 
autokrine Mechanismen (Anregung der Leukämiezellproliferation und Protektion vor der 
Apoptose durch VEGFR-2) anregen. Andere Untersuchungen stützen die wichtige 
Bedeutung des VEGF Systems. VEGFR-2 inhibiert mittels Aktivierung des anti-
apoptotischen Faktors MCL1 ebenfalls die Chemotherapie-induzierte Apoptose der 
hämatopoetischen Zellen (64;65). Das Überleben von Mäusen mit transplantierten VEGFR-
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2 positiven Leukämie-Zellen konnte durch Behandlung mit monoklonalen VEGFR-2 
Antikörpern gesteigert werden (64). 
 
1.5 Endothelvorläuferzellen  
Lange ging man von einer Beschränkung der Vaskulogenese auf die 
Embryonalentwicklung aus. Die Entdeckung endothelialer Progenitorzellen, basierend auf 
einer Expression von VEGFR-2 und CD34, widerlegt dies und erklärt die Möglichkeit der 
Vaskulogenese auch im erwachsenen Menschen (8;66;67). Die Endothelvorläuferzellen 
spielen auch im Rahmen der Tumorangiogenese eine Rolle. Eine Mobilisierung von EPC 
scheint durch die Ausschüttung angiogenener Faktoren aus den Tumorzellen zu erfolgen 
und eine Migration in das Tumorgewebe nach sich zu ziehen. Eine Integration in das 
bestehende Gefäßsystem des Tumors ist durch die gleichzeitige Mobilisation von 
hämatopoetischen Zellen möglich (68). Die Bildung von EPC erfolgt wie die der 
hämatopoetischen Zellen im Knochenmark. Unterschiedliche Markerkonstellationen für 
EPC’s sind in Verwendung. Das Material zur Gewinnung unterscheidet sich ebenfalls und 
besteht aus Knochenmark über CD34 Isolation (69), aus G-CSF mobilisiertem Blut mittels 
CD133 Marker (70), peripherem Blut und nachfolgender Kultivierung in 
Endothelzellmedien (71) oder aus peripherem Blut mit CD34 Magnetbeads (67). Dies 
könnte zu unterschiedlichen Differenzierungsgraden der isolierten EPC führen.  Es existiert 
noch kein Konsens über eine einheitliche Methode zur Gewinnung von EPC, außerdem 
besteht Uneinigkeit über die genaue Definition. 
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1.6 Immunologische Klassifikation der AML 
Die starke Heterogenität der AML zeigt sich besonders bei der immunologischen 
Charakterisierung der Antigen-Expression. Mittels der Untersuchung einiger weniger 
Marker ist die Zuordnung zur myeloischen oder lymphatischen Zell-Linie in einer 
überwiegenden Fallzahl mit Hilfe der Methoden der Ein- oder Zwei-Farb-
Durchflusszytometrie oder der Immunofluoreszenz eindeutig möglich.  
 
Hiernach ist eine AML immunologisch durch Expression von zwei oder mehr der 
folgenden myelomonozytären Marker definiert: MPO (nach der FAB-Klassifizierung ≥ 3 
%), CD13, CD33, CD65w und/oder CD117. Bei der ALL lässt sich immunologisch wie 
morphologisch eine Zuordnung zur B-Zell-Linie (Expression von ≥ 2 der frühen B-Zell-
Marker CD19, CD79a oder CD22) oder T-Zell-Linie (membranständige oder 
zytoplasmatische Expression von CD3) treffen (72;73). 
 
Die multidimensionale Durchflusszytometrie erlaubt eine genaue Untersuchung von AML-
Blasten. Dabei werden für die Einzelzellen jeweils drei bis vier Oberflächenmarker 
simultan gemessen. Hierbei weisen die Blasten von nahezu jedem Patienten ein eigenes 
Antigenmuster auf und lassen sich dadurch von normalen KM-Zellen gut abgrenzen (74).  
 
Im Rahmen der letzten Jahre kam es zur Entwicklung von Konsensus-Panels wie z.B. den 
EGIL-Kriterien. Eine Standardisierung wurde erschwert durch unterschiedliche 
Messparameter, die Verwendung verschiedener Antikörper-Klone und/oder 
unterschiedlicher Fluorochrome sowie die variable Messtechnik der Geräte.   
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1.7 Marker endothelialer Progenitorzellen  
In anderen Arbeiten zur Isolation von Endothelvorläuferzellen wurde der 
Oberflächenmarker CD34 eingesetzt. Die Exprimierung dieses Markers auch von reifen 
Endothelzellen kann bei der Isolation von Endothelvorläuferzellen aus dem Blut auch zur 
Isolierung von zirkulierenden Endothelzellen genutzt werden. Das Oberflächenprotein 
CD133 wird als spezifischer Marker für hämatopoetische Stamm- und Vorläuferzellen 
angesehen (75;76). Es handelt sich um ein glykosyliertes Transmembranprotein mit einem 
Molekulargewicht von 120 kDa  und fünf transmembranen Domainen. Eine Zellpopulation 
von CD133 positiven, CD34 positiven und VEGFR-2 positiven Zellen wurde als 
endotheliale Vorläuferzellen (EPC) beschrieben (77). Die CD45 Expression als alleiniger 
Marker für EPC’s ist wohl unzureichend, da die Expression sowohl positiv als auch negativ 
sein kann, wie mehrere Gruppen gezeigt haben (67;78;79). Als Ausschlußkriterium kann 
ein Gate mit CD19, CD3 und CD33 mit CD45 genutzt werden (80). Eine andere Gruppe 
beschrieb eine Expression von CD14 auf endothelialen Vorläuferzellen und vermutet deren 
Abstammung von CD14-postitiven Monozyten (81). 
 
Kontrovers diskutiert bleibt aber die Rolle der EPC in der Angiogenese. In vivo- 
Untersuchungen von transplantierten EPC beschrieben unterschiedliche Ergebnisse. So 
konnte eine Einlagerung dieser Zellen in das existierende Gefäßsystem gezeigt werden. In 
Mausmodellen konnte von einer Forschergruppe im Herzen und in Entzündungsorten auf 
der Haut endotheliale Vorläuferzellen nachgewiesen werden, gleichfalls wurden teilweise 
EPC in Tumorgefäßen nachgewiesen (66). Imaizumi et al. konnte zeigen, dass CD34 
positive Zellen aus humanem Nabelschnurblut, in einem Ischämiemodell in Nagetieren an 
der Neovaskularisation beteiligt waren (82). Ein anderes Angiogenesemodell beobachtete 
in Id-Gen mutierten Mäusen, dass Knochenmarkszellen eine wichtige Rolle bei der 
Tumorangiogenese spielen (83). Es konnte der Nachweis geführt werden, dass 
Knochenmarkszellen in das Tumorendothel eingebaut werden. Dies fand jedoch  nur zu 
einem sehr geringen Teil statt, in ca. 5 % der Gefäße (84). Ein Effekt von 
Endothelvorläuferzellen bei der Vaskularisierung von ischämischem Gewebe konnte von 
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ebenfalls von Imaizumi et al. festgestellt werden (82). Vielfach konnte gezeigt werden, dass 
keine direkte Integration von Endothelvorläuferzellen in das Gefäßsystem erfolgte, sondern 
diese außerhalb der Gefäße im umliegenden Gewebe gefunden wurden (85-87). Die 
Vergleichbarkeit der Ergebnisse leidet durch die unterschiedlichen Quellen, aus denen 
Endothelvorläuferzellen gewonnen, ebenso durch die unterschiedlichen Marker, mit denen 
die Endothelvorläuferzellen definiert werden. 
 
1.8 Antiangiogene Therapieansätze 
Die Hemmung der Tumorangiogenese stellt eine vielversprechende Therapiestrategie in der 
Behandlung von malignen Tumoren dar. In dem kaskadenartigen Prozess bieten sich 
zahlreiche potentielle Angriffspunkte für eine antiangiogene Therapie. Das Ziel bei der 
Angiogenesehemmung solider Tumoren ist nicht eine direkte Zerstörung der malignen 
Zellen, sondern die Unterbindung der Nährstoffversorgung und des Abtransportes von 
Stoffwechselmetaboliten. Genetische Variationen von Endothelzellen sind selten und 
bilden dadurch, im Gegensatz zu genetisch instabilen Tumorzellen, ein homogenes Ziel mit 
einer voraussichtlich geringen Rate von Resistenzen. Die Therapie durch Hemmung der 
Angiogenese erfordert allerdings eine längerfristige Behandlung. Es ist im Laufe der letzten 
Jahre eine große Anzahl diverser antiangiogener Faktoren und Substanzen untersucht 
geworden. Viele Substanzen wurden in klinischen Studien der Phasen I bis III getestet 
(Tab. 1). Nach Wirkmechanismus werden angiogenesehemmende Substanzen in 
verschiedene Gruppen eingeteilt (Tab. 1) (54;88-92). 
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Tabelle 1: Einteilung einer Auswahl antiangiogener Substanzen nach Ihrem Wirkprinzip und Ihrem 
Entwicklungsstand (Stand 2008) 
 
Substanz Endogene Inhibitoren klinische Entwicklung 
Angiostatin ATP-Synthase, Angiomoitin, Annexin II Phase I 
Endostatin Integrine Phase I, II 
Thrombostatin CD36 Rezeptoren auf EC Phase I, II 
Substanz Monoklonale AK klinische Entwicklung 
Bevacizumab VEGF-A zugelassen seit 2005 
VEGF-Trap VEGF-A Phase I, II 
IMC-1C11 VEGFR-2 Phase I 
Substanz Inhibitoren von Rezeptortyrosinkinasen klinische Entwicklung 
PTK787/ZK222854 VEGFR-1, 2, 3, PDGF-R,C-Kit,C-Fms Phase III 
Sunitinib VEGFR-2, bFGF-R, PDGF-R Phase III 
SU5416 VEGFR-2, c-kit Phase I, II, III 
SU11284 VEGFR-1, 2, PDGF-R,C-Kit,C-Fms Phase III 
ZD6474 VEGFR-2, EGF-R, PDGF-R Phase II, III 
AZD2171 VEGFR-2 Phase I 
CP-547,632 VEGFR-2, FGF-R Phase I 
 
 
1.9 Inhibition endogener proangiogener Faktoren 
Antagonisten des VEGF-Signalweges sind entwickelt worden, die erfolgversprechende 
Ergebnisse in in-vitro Untersuchungen aufzeigen. Diese antiangiogenen Substanzen 
bewirken eine signifikante Reduktion der Tumorgröße und der Gefäßdichte. Hierzu 
gehören der monoklonale VEGF-AK (z.B. Bevacizumab, Avastin®), der monoklonale 
VEGF-R2-AK (IMC-1C11) und niedermolekulare VEGFR-2- und c-Kit-Tyrosinkinase-
Inhibitoren wie SU5416.  
 
Mit SU5416 konnte eine stabile Remission bei einer Patientin mit therapierefraktärem 
Rezidiv einer AML induziert werden (93). Die Mikrogefäßdichte im KM der Patientin 
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reduzierte sich auf ca. 1/3 des Ausgangswertes. Ein Rezidiv nach 9 Monaten könnte darauf 
hinweisen, dass neben einer antiangiogenetischen Wirkung auf die stabilen Endothelzellen 
auch die Blockade des c-Kit Weges der AML-Blasten eine Rolle spielt. Im Tierversuch 
konnte erst die Blockade der parakrinen und autokrinen VEGF/VEGFR-2-
Stoffwechselwege zu einer dauerhaften Remission führen (64). 
 
Multitarget-Inhibitoren, wie ZD6474 und Sunitib, hemmen gleichzeitig auch die EGF- bzw. 
bFGF und die PDGF-Rezeptortyrosinkinase. Aufgrund der erhöhten Anzahl von 
Angriffspunkten ergibt sich eine gesteigerte antiangiogene Wirksamkeit, gleichzeitig aber 
auch ein erhöhtes Risiko von unerwünschten Nebenwirkungen. Weitere VEGF-
Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren befinden sich in verschiedenen Stadien von klinischen 
Studien, wie CEP-7055, CP-547,632 und ZD2171. 
 
Für weitere Substanzen ist eine Hemmung der Aniogenese nachgewiesen, jedoch ohne  
genau geklärten Wirkmechanismus. Ein Beispiel ist Thalidomid, bekannt durch seine 
ausgeprägte teratogene Wirkung, besitzt ebenfalls antiangiogene Aktivität (94). Es weist 
Ansprechraten beim therapierefraktärem multiplen Myelom auf (95). Möglicherweise ist 
eine Kombination von traditionellen zytotoxischen Therapien und angiogenesehemmenden 
Substanzen sinnvoll (96;97).  
 
Der am weitesten fortgeschrittene Ansatz und Versuch der Therapie ist der seit Anfang 
2005 zugelassene monoklonale VEGF-AK (z.B. Bevacizumab, Avastin®). So wurden neun 
Patienten mit therapierefraktärer AML von Mai 2005 bis Mai 2006 mit Bevacizumab 
behandelt (98). In einem von neun behandelten Patienten ließ sich eine Reduktion der 
Blastenzahl erzielen. Mit einer Kombination von Bevacizumab, Cytarabin und Mitoxantron 
konnte in einer anderen Studie eine komplette oder partielle Remission bei 48% (23 von 
48) aller Patienten erreicht werden (99). 
 
Für leukämische Erkrankungen ist das antiangiogenetische Potential einer Chemotherapie 
noch wenig untersucht. Für diese Ansätze wären verlässliche Marker wünschenswert. Über 
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die derzeit diskutierten Marker wie CEC und EPC liegt noch kein Konsens bezüglich 
Diagnostik und Bedeutung vor. Ebenfalls ist die Bedeutung von EPC-Populationen bei 
Patienten mit AML noch unklar. 
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2 Zielsetzung und Fragestellung 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, CECs, EPCs und hämatopoetische Progenitoren 
immunphänotypisch zu trennen und zu quantifizieren. In dieser Arbeit soll daher ein 4-
Farb-Panel zur immunphänotypischen Bestimmung von endothelialen Progenitorzellen 
etabliert werden sowie deren Abgrenzung gegenüber AML Blasten bei Patienten mit akuter 
myeloischer Leukämie erfolgen. Die Spezifität und Sensitivität des 4-Farb-Panels sollen 
beurteilt werden. 
 
Hierzu gehören die Charakterisierung der EPC mittels entsprechender Oberflächenmarker 
und die Messung der Expression mittels der FACS-Analyse. Hierbei werden 
unterschiedliche Marker betrachtet, die zum einen charakteristisch für Stamm- und 
Vorläuferzellen und zum anderen spezifisch für Endothelzellen sind. Eine genauere 
Differenzierung soll zudem die falsch hohe Akquise von EPC, wie in anderen 
Untersuchungen aufgrund deren geringen Frequenz aufgetreten sind, verringern. 
 
Mit Etablierung der Meßmethode soll eine Quantifizierung reifer endothelialer Zellen 
(CEC) und unreifer endothelialer Progenitoren (EPC) während einer Behandlung von 
AML-Patienten mit Bevacizumab erfolgen. Damit soll untersucht werden, ob sich EPC als 
Marker im Rahmen einer Behandlung mit Bevacizumab der akuten myeloischen Leukämie 
im Erwachsenenalter eignen.  
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3 Patienten, Untersuchungsmaterial und Methodik 
3.1 Patientenauswahl  
Die Messungen fanden in Begleitung der Therapie mit Bevacizumab bei therapierefraktärer 
AML im Zeitraum vom 01.05.2005 bis 30.03.2006 statt. Kriterien für die Aufnahme in die 
Untersuchungen zur prognostischen Bedeutung der endothelialen Progenitorzellen bei der 
akuten myeloischen Leukämie im Erwachsenenalter mittels Durchflusszytometrie waren:  
 
Einschlusskriterien  
- Alter: 0 - 99 Jahre  
- Diagnose einer AML (durch das zentrale Referenzlabor bestätigt)  
- medizinisch nicht zu vertretende konventionelle Chemotherapie 
- Einverständniserklärung der Patienten 
 
Ausschlusskriterien  
- Myelo-Sarkom  
- Begleiterkrankung lässt keine Therapie zu  
   - Zweitmalignom 
- Ablehnung der gesamten oder wesentlicher Teile der Protokolltherapie  
  durch den Patienten  
 
 
Die Behandlung mit Bevacizumab (Avastin, Roche Pharma) fand mit einer Dosis von 10 
mg/kgKG über eine i.v. Infusionsdauer von 60-90 Minuten an den Tagen 1, 14 und 35 
(Zyklus 1-3) statt. Zur Vermeidung von allergischen Reaktionen wurden den Patienten 
Antihistaminika (Ranitidin, Clemastin) und Acetaminophen vor Beginn der jeweiligen 
Infusion verabreicht. 
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Aufgenommen wurden 9 Patienten mit folgenden Charakteristika bei Diagnosestellung: 
 
Tabelle 2: Charakteristika der Stichprobe 
 
Charakteristik Nr. Nr. (initial) 
Patienten 9 13 
Geschlecht      
   Männlich 4 7 
   Weiblich 5 6 
Alter, Jahr, Median (Spannweite) 63 (46–81)     
De novo AML   8   
FAB type        
   M0   1   
   M1   2   
   M2   2   
   M4 eo   1   
   M5   1   
   Biphänotypisch   1   
   Sekundäre-AML   1   
   Vorherige CMML        
Krankheitsstadium      
   Erstes Rezidiv   2   
      Mittlere Dauer der kompletten Remission  7 Monate (6–8)     
   Refraktär 7   
      Primär refraktär   3   
      Multirefraktär 4   
Biologische Eigenschaften        
   Sekundäre AML   1   
   Ungünstige Zytogenetik 7   
Nr. der erhaltenen Zyklen        
1 9   
2 5   
3 2   
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3.2 Zellmaterial 
Für die Diagnostik wurden 10-50 ml hepariniertes Knochenmark oder Heparin-Blut 
verwendet (pro 10 ml Blut bzw. Knochenmark 0,1 ml (500 IE) Heparin), das bei 
Diagnosestellung und zu festgelegten Zeitpunkten im Therapieverlauf gewonnen wurde. 
Die morphologische Beurteilung erfolgte anhand von KM-Ausstrichen. Die KM-Proben 
wurden nach schriftlicher Einwilligung der Patienten entnommen und ungekühlt an das 
Zentrallabor der Universitätsklinik Münster gesandt.  
 
Im Beobachtungszeitraum vom 1.5.2005 bis 30.3.2006 wurden 43 KM-Proben von 13 
Patienten mittels Durchflusszytometrie untersucht.  
 
Die Ergebnisse von vier durchflusszytometrisch untersuchten KM-Proben von 4 Patienten 
wurden nicht mit in die Auswertung eingeschlossen, da nur eine Messung aufgrund des 
vorzeitigen Todes der Patienten möglich war.  
 
3.2.1 Geräte 
Inkubationsschrank       Heraeus Instruments 
Sterilbank (Hera safe)      Heraeus Instruments 
Wasserbad        Köttermann 
Zentrifuge        Heraeus Instruments 
Kühlschränke        Liebherr 
Vortexer        Bender und Hobein 
Eismaschine        Ziegra 
Pipettierhilfe        Brand 
Varipette (Stepper)       Eppendorf 
FACS Calibur und CellQuest Software    Becton Dickinson 
Gefrierschrank (-20° C)      Liebherr 
Gefrierschrank (-8° C)      Labotect 
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3.2.2 Verbrauchsmaterialien 
Einweg Pipetten: 2ml, 5ml, 10ml und 25ml    Eppendorf 
Pipettenspitzen: 2-10µl, 10-200µl und 100-1000µl   Eppendorf 
Falconröhrchen: 15ml und 50ml     Becton Dickinson 
FACS Röhrchen       Becton Dickinson 
Reaktiongefäße: 0,5 ml, 1,5 ml und 2 ml    Eppendorf 
 
3.2.3 Chemikalien und Reagenzien 
Ficoll-Hypaque spezifische Dichte = 1,077 g/ml   Biochrom 
PBS BSA 2% pH 7,2       Sigma 
Zusammensetzung:  NaCl 8,0 g  
KCl 0,2 g  
KH2PO4 0,25 g  
Na2HPO4 x 2H2O 1,35 g  
Aqua dest. ad 1000,0 g 
FACS® Lysing Solution       Becton Dickinson 
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3.2.4 Monoklonale Antikörper für FACS Analysen 
Es wurden monoklonale Ak (mAK) konjugiert mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC), mit 
Phycoerythrin (PE) PerCP oder Allophycocyanin (APC) gegen folgende humane Antigene 
eingesetzt: 
 
Tabelle 3: Verwendete monoklonale Antikörper (mAK) 
 
AK    Fluorochrom    Hersteller   Klone 
CD 45 / 14 FITC / PE Becton Dickinson 2D1 / MP9 
CD 4 / 8 FITC / PE Becton Dickinson SK3 / SK1 
CD 14 PE Becton Dickinson MP9 
CD 20 PerCP Becton Dickinson L27 
CD 33 FITC BeckmanCoulter D3HL60.251 
CD 45 PerCP  Becton Dickinson 2D1 
CD 45 APC Becton Dickinson 2D1 
CD 117 PE Becton Dickinson 104D2 
CD 33 PE Becton Dickinson P67.6 
CD 34 PerCP Becton Dickinson 8G12 
CD 141 PE Becton Dickinson             Bestell-Nr. 559781 1A4 
VEGF-R2/KDR APC / PE R&D Systems         Bestell-Nr. FAB357A/P    89106 
VEGF-R1/flk-1 primärer AK ungelabelt Santa Cruz            Bestell-Nr. SC-6251          
IgG anti-mouse 
Rabbit sekundärer AK FITC 
Dianova                 
Bestell-Nr. 315095045       
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3.3 Probenaufbereitung 
Zur Detektion der endothelialen Progenitorzellen wurde mittels Durchflußzytometrie eine 
Immunphänotypisierung des Zellmaterials und der AML Blasten durchgeführt. Darüber 
hinaus erfolgte die morphologische Charakterisierung der AML gemäß der FAB („French-
American-British Cooperative Group“)-Klassifizierung unter Zuhilfenahme der 
panoptischen Färbung nach Pappenheim und zytochemischen Färbemethoden (Peroxidase 
und Esterase) im Hämatologischen Labor der Universitätsklinik Münster.  
 
Bei Zimmertemperatur wurde die heparinisierte KM- oder Blutprobe des Patienten 
gevortext und über einen 100 µm Filter filtriert.  Danach wurden 2 ml der filtrierten Probe 
mit 35 ml der PBS BSA 2% pH 7,2 Lösung versetzt und erneut gevortext.  
 
3.3.1 Ficoll-Gradient 
Von der nach 3.3.0 aufbereiteten Probe wurden zwei Probengefäße mit je 12 ml über ein 
Falcon Tube befüllt und mit jeweils 8 ml Ficoll (Dichte 1,077 g/ml) langsam in einem 50 
ml  Falcon Tube unterschichtet. Das Röhrchen wurde bei 20° C, 400g und einem Auslauf 
ohne Bremse 25 Minuten lang zentrifugiert. An der Grenzschicht zwischen Ficoll und 
verdünntem Blut wurde nach der Zentrifugation ein weißlicher Ring sichtbar. Diese Schicht 
besteht aus mononukleären Zellen inklusive Blasten und endothelialen Zellen. Dieser Ring 
wurde großzügig abpipettiert und in ein neues steriles 50 ml Falconröhrchen überführt.  
 
Die Zellen wurden anschließend zweimal mit 20 ml PBS BSA 2% pH 7,2 Lösung 
suspendiert, gemischt, zentrifugiert (400 x g; 20°C; 5 Minuten). Der Überstand wurde 
jeweils dekantiert. Das entstehende Zellpellet wurde mit 2 ml PBS BSA 2% pH 7,2 Lösung 
resuspendiert. Abschließend erfolgte die Bestimmung der Zellzahl. 
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3.3.2 Markierung membranständiger Antigene 
Für die immunologische Untersuchung der heparinisierten KM-Proben oder Vollblut 
Proben wurden ca. 2x105 Zellen pro 4-Farb-Antikörperkombination eingesetzt. Alle 
eingesetzten Lösungen wurden auf 8° C gekühlt. Pro Tube wurden jeweils 10 μl der 
entsprechenden FITC-, PE-, PerCP- und APC-konjugierten Antikörper pipettiert. Es 
wurden 100 μl der nach 3.3.1 aufbereiteten Knochenmark- oder Vollblutprobe hinzu 
pipettiert und mit Hilfe eines Vortexgerätes gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 20 
Minuten unter Lichtausschluss bei 8°C und nochmaligem Vortexen nach 10 Minuten 
wurden 2 ml der PBS BSA 2% pH 7,2 Lösung hinzugegeben. Die Flüssigkeiten wurden 
erneut gemischt und zentrifugiert (800 x g; 20°C; 3 Minuten). Nach Dekantieren des 
Überstandes wurden die Zellen in 2 ml PBS-Puffer (pH 7,2) resuspendiert und unter 
gleichen Bedingungen zentrifugiert. Dieser Schritt wurde noch einmal wiederholt, dann 
wurde zu den Zellen 300 μl PFA 1% Lösung pipettiert und die Zellen bis zur Messung im 
Kühlschrank bei 8°C gelagert.. 
 
3.3.3 Markierung von VEGF-R2 mit Sekundärantikörpern 
Analog zu 3.3.2 wurde für die immunphänotypische Untersuchung der heparinisierten KM-
Proben oder Vollblut Proben ca. 2x105 Zellen pro 4-Farb-Antikörperkombination 
eingesetzt. Für den VEGF-R2 Ansatz wurden 10 μl des FITC-konjugierten Antikörpers 
pipettiert. Es wurden 100 μl der nach 3.3.1 aufbereiteten Knochenmark- oder Vollblutprobe 
hinzu pipettiert und mit Hilfe eines Vortexgerätes homogen gemischt. Nach einer 
Inkubationszeit von 30 Minuten unter Lichtausschluss bei 8°C und nochmaligem Vortexen 
wurde die Probe mit 10 μl des FITC konjugierten Rabbit Anti-Mouse Antikörpers versetzt. 
Es folgte eine erneute Inkubation von 30 Minuten unter Lichtausschluss bei 8°C. Erneutes 
Vortexen und Zugabe von 2 ml der PBS BSA 2% pH 7,2 Lösung. Die Flüssigkeiten 
wurden erneut gemischt und zentrifugiert (800 x g; 20°C; 3 Minuten). Nach Dekantieren 
des Überstandes wurde zu dem Ansatz jeweils 10 μl der entsprechenden FITC-, PE-, 
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PerCP- und APC-konjugierten Antikörper pipettiert. Die weitere Markierung der 
membranständigen Antikörper erfolgte analog zu 3.3.2. 
 
Tabelle 4: Verwendetes Antikörper-Panel  
 
Ansatz FITC PE PerCP APC 
1 ungefärbt ungefärbt ungefärbt ungefärbt 
2 Iso IG 1 Iso IG 2 CD45 - 
3 CD45 CD14 - - 
4 CD 4 CD 8 CD 20 CD45 
5 CD33 CD117 CD34 CD45 
6 flk-1 (KDR) CD33 CD34 CD45 
7 CD33 CD14 CD34 CD45 
8 CD33 CD141 CD34 CD45 
 
 
3.4 Zellanalyse mittels FACS 
Die Durchflusszytometrie ist ein optisches Verfahren zur gleichzeitigen Messung von 
Streulicht- und Fluoreszenzsignalen einzelner Zellen. Es wird eine vorher definierte Anzahl 
zu untersuchender Zellen mit fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikörpern versetzt. 
Das FACS-Gerät (Fluorescence Activated Cell Sorter) ordnet Einzelzellen nach Größe und 
Granularität ein, sowie aufgrund ihrer Oberflächenmarkierung auch nach den 
membranständig exprimierten Antigenen bzw. nach entsprechender Aufarbeitung auch 
nach intrazellulären Antigenen. Die Nomenklatur der monoklonalen Antikörper beruht auf 
der Nummerierung jener Antigene (cluster of differentiation: CD), die von ihnen erkannt 
werden. Auch die Menge gebundenen Antikörper wird über die Intensität der Fluoreszenz 
bestimmt. Diese Intensität ist innerhalb des Messbereiches proportional zur quantitativen 
Expression des zu bestimmenden Antigens auf der Zelle. Neben diesen biochemischen 
Parametern werden auch Informationen über die physikalischen Eigenschaften der Zellen 
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gemessen. Die Zellgröße korreliert mit dem Vorwärtsstreulicht (forward scatter: FCS) und 
die Granularität mit dem Seitwärtsstreulicht (side scatter: SSC).  
 
Die Durchflusszytometrie ermöglicht es, alle Reifungsstadien der im KM vorhandenen 
Zellen zu identifizieren. Dabei ist immer die Kombination von Zellgröße, -granularität und 
Antigenexpression ausschlaggebend für die Zuordnung einer Zelle zu einer Population. Die 
durchflusszytometrische Untersuchung einer gesunden KM-Probe zeigt in der FSC/SSC-
Darstellung drei Populationen: Ungranulierte und relativ kleinen Lymphozyten, gering 
granulierte und größere Monozyten und die große Population der Granulozyten. 
 
Abbildung 3: FSC/SSC-Darstellung einer normalen KM-Probe 
 
 
An einem FACS Calibur 4-Farb-Durchflusszytometer (Becton Dickinson) erfolgte die 
immunologische Untersuchung der Knochenmark- und Blutproben. Die 
Geräteeinstellungen wurden einmal wöchentlich durch Kompensation mit Kalibrierungs-
Beads überprüft, außerdem wurde täglich der Kanal für die Bestimmung der vierten Farbe 
25 
mit APC-Beads kompensiert. Die Anzahl der gemessenen Events pro Tube betrug 
mindestens 100 000 bis maximal 1.000.000. Die Bearbeitung der eingesandten KM- und 
Blutproben fand unverzüglich nach Eingang statt. 
 
Tabelle 5: Absorptions- und Emissionswellenlängen der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe 
 
Fluoreszenzkanal    Farbstoff   Absorptions 
maxiumum 
Emissions 
maximum 
 Fluoreszenz 1  
(FL-1)   
 Fluoreszeinisothiocyanat 
(FITC)   495 nm 519 nm 
 Fluoreszenz 2  
(FL-2)   
 Phycoerythrin  
(PE)   480 nm/565 nm 578 nm 
 Fluoreszenz 3  
(FL-3)   
 Propidiumjodid  
(PI)   536 nm 617 nm 
 Fluoreszenz 4  
(FL-4)   
 Allophycocyanin  
(APC)   650 nm 660 nm 
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3.4.1 Auswertung der durchflusszytometrischen Untersuchungen 
Die Durchführung und Auswertung der durchflusszytometrischen Untersuchungen erfolgte 
mit Hilfe der Paint-A-Gate-Software (Becton Dickinson, Version 3).  
 
Nach Einstellung des FACS Gerätes erfolgte die Kompensation der Probe anhand von 
Ansatz 1 (ungefärbt), Ansatz 2 (Ig1/Ig2/CD45) und Ansatz 4 (CD4/8/20/45). Die 
Überprüfung erfolgte Anhand von Ansatz 3 (CD 45/14). Danach wurden Debris und avitale 
Zellen mit einem Gate von der weitern Analyse ausgeschlossen.  
 
Die Größe und Granularität der Zellen wurden in einem Punktdiagramm (dot plot) 
dargestellt, um die einzelnen Blutzelltypen besser erkennen zu können. Wie in der 
Abbildung 4 zu sehen ist, wurden zur Analyse der EPC und CEC die Monozyten und 
Makrophagen ausgegatet. Die Fraktion der EPC und CEC fand sich im FSC/SCC-plot vor 
allem im Bereich der Lymphozyten. 
 
Abbildung 4: Gating Strategie initial 
Punktdiagramm vor und nach der Isolation der mononukleären Zellen. Links: Seitwärtsstreuung (SSC) vs. 
CD45. Ausschluss von Debris, rot. Mitte: Seitwärtsstreeung (SSC) vs. Vorwärtsstreuung (FSC). Rote 
Markierung (Gate) enthält Debris und Granulozyten. Grüne Markierung zeigt mononukleäre Zellen, inklusive 
Lymphozyten / Monozyten. Gelbe Markeirung ergibt sich aus Debris-Gate (Links) innerhalb des grünen 
Gates im mittleren Bild. Mit Ausgaten nur der roten Population ergibt sich rechts die Zielpopulation für die 
weitere Analyse mit den mononukleären Zellen, inklusive CD45-negativer Zellen mindestens von der Größe 
eines Lymphozyten, gelbes und grünes Gate zur weiteren Verarbeitung vereint. 
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Es erfolgte die Akquisition von 100.000 bis 1.000.000 Events der jeweiligen Ansätze in 
Abhängigkeit von der Probenqualität und die Auswertung der Events und Gaten der 
einzelnen Subpopulationen (siehe Abbildungen 5). 
 
Abbildung 5: EPC Auswertung 
Nach Entfernung des Debris, dargestellt im Bezug auf Größe, angegeben durch die Vorwärtslichtstreuung (FSC) und 
Granularität, angegeben durch die Seitwärtslichtstreuung (SSC). Einschluss von KDR positiven Zellen (oben links) und 
Einschluß von CD45 negativen Zellen (oben Mitte). Mögliche Zielzellen werden auf CD 34 Expression hin untersucht 
(unten links nach rechts). EPC liegen im CD 34 positiven Bereich. Gelb markierte EPC (unten rechts)  im Beispiel bei nur 
31 Zellen nur duch Hervorhebung sichtbar. 
 
Zum Unterscheiden der endothelialen Zellen von hämatopoetischen Zellen erfolgte der 
Ausschluss letzterer Zellen mittels CD-45 Expression. Potentielle CD-45 negative 
endotheliale Zellen wurden über die Marker CD117-, CD34+  und VEGF2+ identifiziert. 
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Abbildung 6: CD117 Auswertung 
CD117 Auswertung - nach Entfernung des Debris, dargestellt im Bezug auf Größe, angegeben durch die 
Vorwärtslichtstreuung (FSC) und Granularität, angegeben durch die Seitwärtslichtstreuung (SSC). Einschluss 
von CD33 positiven Zellen (oben rechts) und Festlegung einer Schnittmenge von sicher CD117 postiven 
Zellen (unten links nach rechts). 
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3.5 Statistik 
Zum Vergleich wurde für qualitative Variablen der Fisher’s Exakt Test und für quantitative 
Variablen der U-Test (Mann-Whitney-Wilcoxon-Test) verwendet. Außer diesem nicht-
parametrischen Test wurden auch Korrelationen sowie Box-Whisker-Plots verwendet. Zur 
Frage der (log-) Normalverteilung der verwendeten Variablen erfolgte ein probit-Plot. 
Signifikante Unterschiede wurden bei einem p-Wert <0,05 angenommen. Analysen der 
Überlebenszeiten wurden nach der Methode von Kaplan-Meyer durchgeführt. Die 
Berechnungen und Analysen wurden mit dem Statistikprogramm SPSS 6, DeltaGraph und 
Microsoft Excel 2007 durchgeführt. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Benutztes 4-Farb-Panels 
Ein Ziel dieser Arbeit war es, ein 4-Farb-Panel zur einfachen Bestimmung der 
endothelialen Progenitorzellen bei Patienten mit akuter myeloischer Leukämie zu 
entwickeln und zu standardisieren. 
 
Die Antikörperkombinationen sollten zwischen normalen myeloischen und leukämischen 
Zellen unterscheiden können. Entscheidend für die Bewertung und Auswahl der 
Antikörperkombinationen waren einerseits ihr Differenzierungspotential, andererseits ihre 
technische Einsetzbarkeit, vor allem die gegenseitige Beeinflussung der 
Fluoreszenzsignale. Mit Hilfe dieses Panels ist es möglich, die für die Bestimmung der 
EPC wichtigen Parameter zu erfassen. 
 
Folgende Antikörper-Kombinationen wurden benutzt, um zwischen leukämischen und 
angiopoetischen Zellen zu unterscheiden: CD 45 / 14, CD 4 / 8, CD 14, CD 20, CD 33, CD 
45, CD 45, CD 117, CD 33, CD 34, CD 141, VEGF-R2/KDR, VEGF-R1/flk-1 und IgG 
anti-mouse Rabbit.  
4.2 Ergebnisse bei der Ausganspopulation 
Im Verlauf der Studie wurden 9 Patienten jeweils vor Beginn der Therapie (im folgenden 
Zeitpunkt 1) sowie nach der Gabe von Bevacizumab (im folgenden Zeitpunkt 2) an 
insgesamt 3 verschiedenen Zeiträumen (Zyklen) untersucht.  
 
Die für diesen Beobachtungszeitraum maximal mögliche Anzahl von 3 Untersuchungen 
konnten an einem Drittel der Patienten durchgeführt werden. Für ein weiteres Drittel liegen 
die Ergebnisse von zwei Untersuchungen vor. Die Ergebnisse von drei Patienten wurden 
nicht mit in die Auswertung eingeschlossen, da nur eine Untersuchung aufgrund des 
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vorzeitigen Todes der Patienten möglich war. Insgesamt verbleibt eine Gesamtzahl von 15 
für die Auswertung relevanter Messungen. 
 
Die Anzahl der Blasten relativ zum Gehalt an mononukleären Zellen betrug zum Zeitpunkt 
1 im Median 13255 (Spannweite 662-466893) gegenüber 21458 Zellen (Spannweite 1327-
673486) zum Zeitpunkt 2.  Bei den EPC ließen sich im Median 103 (Spannweite 3-1078) 
gegenüber 63 Zellen zum Zeitpunkt 2 (Spannweite 6-764) messen. Ein ähnliches Bild 
wiesen die CD117 mit einem Median von 414 (Spannweite 52-60329) zum Zeitpunkt 1 und 
854 (Spannweite 57-51303) zum Zeitpunkt 2 auf. Die Messung der CEC ergab im Median 
28 Zellen (Spannweite 9-148) zum Zeitpunkt 1 gegenüber 33 Zellen (Spannweite 3-200) 
zum Zeitpunkt 2 (siehe Tab. 5-8). 
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Tabelle 6: Anzahl an Blasten in der Ausgangspopulation, aufgeteilt nach Zeitpunkt der Untersuchung. 
 
  Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 
 N Median Spannweite N Median Spannweite 
Proband 1 2 6958,5 662-13255 2 2607,5 1327-3888 
Proband 2 3 4926 2103-21857 3 9857 2201-34233 
Proband 4 3 128546 3433-193888 3 51929 40109-673486 
Proband 5 3 28405 7314-37939 3 21001 3624-21458 
Proband 7 2 234718 2543-466893 2 35633 1466-69800 
Proband 9 2 39147 12354-65940 2 38992,5 38875-39110 
Gesamt 15 13255 662-466893 15 21458 1327-673486 
 
 
 
 
Tabelle 7:Anzahl an EPC bei der Ausgangspopulation, aufgeteilt nach Zeitpunkt der Untersuchung 
 
  Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 
 N Median Spannweite N Median Spannweite 
Proband 1 2 66,5 30-103 2 54 35-73 
Proband 2 3 7 3-209 3 10 6-66 
Proband 4 3 497 256-1078 3 142 111-764 
Proband 5 3 76 18-112 3 36 31-36 
Proband 7 2 321 48-595 2 50 31-69 
Proband 9 2 155 57-254 2 90 51-129 
Gesamt 15 103 3-1078 15 63 6-764 
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Tabelle 8: Anzahl an CEC bei der Ausgangspopulation, aufgeteilt nach Zeitpunkt der Untersuchung 
 
  Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 
 N Median Spannweite N Median Spannweite 
Proband 1 2 32,5 20-45 2 19 5-33 
Proband 2 – – – – – – 
Proband 4 – – – – – – 
Proband 5 3 25 9-45 3 14 3-60 
Proband 7 2 61,5 28-95 2 82,5 7-158 
Proband 9 2 84,5 21-148 2 135 70-200 
Gesamt 11 28 9-148 11 33 3-200 
 
 
 
Tabelle 9: Anzahl an CD 117 positiven Zellen bei der Ausgangspopulation, aufgeteilt nach Zeitpunkt der 
Untersuchung 
 
  Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 
 N Median Spannweite N Median Spannweite 
Proband 1 2 187 78-297 2 170 140-201 
Proband 2 3 124 52-352 3 281 57-1369 
Proband 4 3 13123 516-60329 3 3097 774-51303 
Proband 5 3 1636 406-2757 3 778 405-1567 
Proband 7 2 9084 378-17792 2 882 855-909 
Proband 9 2 5118 415-9821 2 3967 2844-5090 
Gesamt 15 414 52-60329 15 854 57-51303 
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4.3 Ergebnisse im Verlauf 
 
Für die Beurteilung der Ergebnisse im Therapieverlauf wurden sowohl die absoluten als 
auch die logarithmierten Werte betrachtet. Die statistische Auswertung der absoluten 
Zahlen erfolgte mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest. Für die Analyse der 
logarithmierten Daten wurde der t-Test angewandt.  Bei beiden statistischen Tests  wurde 
ein Signifikanzniveau von 0,05 zur Berechnung der Signifikanz festgelegt. 
 
4.3.1 Auswertung der absoluten Anzahl EPC Zellen 
 
Wie in Kapitel 4.2 beschrieben, ist die Verteilung der absoluten Anzahl der Zellen 
asymetrisch. Aus diesem Grund wird zunächst der Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest für die 
Auswertung der Daten herangezogen. Der Wilcoxon-Test ist ein nichtparametrischer Test, 
d.h. es werden keine Annahmen über die zugrundeliegende Verteilung voraus gesetzt. 
Darüber hinaus gilt der Test als robust gegenüber Daten mit geringem Stichprobenumfang. 
Die Betrachtung der absoluten Zahlen an EPC im Therapieverlauf wird in den Abbildungen 
14 bis 17 dargestellt und die Ergebnisse des statistischen Tests finden sich zusammen 
gefasst in den Tabellen 9-12. 
Als Trend lässt sich ein Abfall der Zahlen an EPC nach Gabe von Bevacizumab 
beobachten. Signifikant ist dieser mit einem errechneten p-Wert von 0,02 nach Wilcoxon-
Vorzeichen-Rangtest über alle Zyklen betrachtet (s. Abb. 14). Eine einzelne Betrachtung 
jedes Zyklus ist mit einem p-Wert von 0,6 (Zyklus 1), 0,05 (Zyklus 2), 0,29 (Zyklus 3) 
nicht statistisch signifikant. Der tendenzielle Rückgang der EPC zwischen Zeitpunkt 1 und 
Zeitpunkt 2 lässt sich jedoch auch hier feststellen. 
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Abbildung 14: Darstellung der absoluten Anzahl an EPC aufgeschlüsselt nach Proband zum Zeitpunkt 1 und 
Zeitpunkt 2 im Verlauf über alle Zyklen der Therapie betrachtet (p=0,02). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 15: Darstellung der absoluten Anzahl an EPC aufgeschlüsselt nach Proband zum Zeitpunkt 1 und 
Zeitpunkt 2 im Verlauf von Zyklus 1 der Therapie betrachtet (p=0,6). 
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Abbildung 16:Darstellung der absoluten Anzahl an EPC aufgeschlüsselt nach Proband zum Zeitpunkt 1 und 
Zeitpunkt 2 im Verlauf von Zyklus 2 der Therapie betrachtet (p=0,05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 17:Darstellung der absoluten Anzahl an EPC aufgeschlüsselt nach Proband zum Zeitpunkt 1 und 
Zeitpunkt 2 im Verlauf von Zyklus 3 der Therapie betrachtet (p=0,29). 
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Eine Analyse der absoluten Anzahl von Blasten bezogen auf die mononukleären Zellen 
zeigt ein ähnliches Bild. Ein Rückgang der Blasten ist wie bei den EPC auch hier im 
Verlauf der Therapie über alle Zyklen zu verzeichnen mit einem nicht signifikanten p-Wert 
von 0,99. Eine einzelne Betrachtung jedes Zyklus ist mit einem p-Wert von 0,25 (Zyklus 
1), 0,60 (Zyklus 2), 1,00 (Zyklus 3) ebenfalls nicht statistisch signifikant. 
 
Aufgrund der geringen Anzahl der Probanden kann eine Aussage über die Tendenz der 
Anzahl der CEC nicht zuverlässig getroffen werden. Der p-Wert über alle Zyklen liegt bei 
0,73.  Nicht signifikant ist eine einzelne Betrachtung jedes Zyklus mit einem p-Wert von 
1,00 (Zyklus 1), 0,80 (Zyklus 2) und 0,78 (Zyklus 3). Vergleichbar ist die Betrachtung von 
CD117 positiven Zellen mit einem nicht signifikanten p-Wert von 1,00 über alle Zyklen 
und tendenziellen Rückgang der CD117 positiven Zellen. Eine einzelne Betrachtung jedes 
Zyklus ist mit einem p-Wert von 0,04 (Zyklus 1), 0,03 (Zyklus 2), 0,72 (Zyklus 3) nach 
Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest in Zyklus 1 und 2 signifikant und in Zyklus 2 ebenfalls 
nicht statistisch signifikant. 
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Tabelle 10: Anzahl der Blasten pro mononukleären Zellen im Verlauf der Therapie, aufgeteilt nach Zeitpunkt der Untersuchung 
 
  
Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 
Wilcoxon-
Rangtest 
 N Median Spannweite N Median Spannweite p-value 
Zyklus 1 6 10284,5 2103-19388 6 12444,5 1466-51929 0,25 
Zyklus 2 6 8640 662-466893 6 36554 1327-69800 0,60 
Zyklus 3  3 28405 21857-128546 3 9857 3624-9857 1,00 
Gesamt 15 13255 662-466893 15 21458 1327-673486 0,82 
 
 
Tabelle 11: Anzahl der EPC pro mononukleären Zellen im Verlauf der Therapie, aufgeteilt nach Zeitpunkt der Untersuchung 
 
  
Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 
Wilcoxon-
Rangtest 
 N Median Spannweite N Median Spannweite p-value 
Zyklus 1 6 52,5 3-497 6 49 6-129 0,60 
Zyklus 2 6 183 7-595 6 60 10-142 0,05 
Zyklus 3  3 209 19-1078 3 66 31-764 0,29 
Gesamt 15 103 3-1078 15 63 6-764  0,02* 
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Tabelle 12: Anzahl der CEC pro mononukleären Zellen im Verlauf der Therapie, aufgeteilt nach Zeitpunkt der Untersuchung 
 
  
Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 
Wilcoxon-
Rangtest 
 N Median Spannweite N Median Spannweite p-value 
Zyklus 1 4 36,5 9-148 4 23,5 7-200 1,00 
Zyklus 2 4 33 20-95 4 65 5-158 0,20 
Zyklus 3  3 25 10-51 3 13 3-132 0,59 
Gesamt 11 28 9-148 11 33 3-200 0,27 
 
 
 
Tabelle 13: Anzahl der CD 117 pro mononukleären Zellen im Verlauf der Therapie, aufgeteilt nach Zeitpunkt der Untersuchung 
 
  
Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 
Wilcoxon-
Rangtest 
 N Median Spannweite N Median Spannweite p-value 
Zyklus 1 5 2756 297-60329 5 774 140-1567 0,04* 
Zyklus 2 6 392 78-13124 6 1111 201-51303 0,03* 
Zyklus 3  4 1076 52-9821 4 1624 57-3098 0,72 
Gesamt 15 414 52-60329 15 854 57-51303 1,00 
4.3.2
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Der t-Test ergibt für die Blasten, mit einer durchschnittlichen Zunahme von 5% im 
Therapieverlauf, keine signifikante Veränderung (p-Wert 0,786). Bei den logarithmierten 
EPC-Werten zeigt sich eine durchschnittliche Abweichung vom Mittelwert um 36,5% 
(siehe Abbildung 20). Es zeigt sich zwar ein p-Wert von 0,058, was für eine tendenzielle  
Verringerung der EPC spricht, jedoch ist dieses Ergebnis, durch den geringen 
Stichprobenumfang, nur bedingt interpretierbar. Auffällig ist qualitativ die Abweichung der 
logarithmierten EPC-Werte von der Geraden für die Verteilung nach Therapie. 
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5 Diskussion 
In vorangehenden Arbeiten konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit myeloischer 
Leukämie eine gesteigerte Angiogenese besteht (35-37). 
 
Die  Endothelvorläuferzellen (EPCs) werden wie auch die hämatopoetischen Zellen im 
Knochenmark gebildet.  
 
Das Material zur Gewinnung unterscheidet sich in den verschiedenen Arbeiten ebenfalls 
und besteht entweder aus Knochenmark über CD34 Isolation (69), aus G-CSF 
mobilisiertem Blut mittels CD133 Marker (70), aus peripherem Blut und nachfolgender 
Kultivierung in Endothelzellmedien (71) oder aus peripherem Blut mit CD34 Magnetbeads 
(67). Dies könnte zu unterschiedlichen Differenzierungsgraden der isolierten EPC führen.  
So besteht auch Uneinigkeit über eine einheitliche Methode zur Gewinnung von EPC.  
 
Die immunphänotypische Definition von Endothelvorläuferzellen ist jedoch bisher noch 
nicht einheitlich und ist aktuell Gegenstand kontroverser wissenschaftlicher Diskussion 
(108). 
 
Dennoch sind sich die meisten vorangehenden Studien bezüglich bestimmter 
Hauptmerkmale von EPCs einig, sodass diese Merkmale zur Charakterisierung 
herangezogen werden können. Die aktuell gebräuchliche Identifikation von EPC basiert auf 
der Expression der Oberflächenmarker CD133, CD34 und vascular endothelial growth 
factor receptor-2 (VEGFR-2) (109;110;111). Der Ausschluss von AML Blasten erfolgt 
über die Expremierung von VEGFR-2 auf CD33. 
 
Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, festzustellen, ob sich EPC als Marker im 
Rahmen einer Behandlung mit Bevacizumab der akuten myeloischen Leukämie im 
Erwachsenenalter eignen. 
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Die vorliegende Arbeit befasste sich daher mit der Charakterisierung und Messung der 
Vorläuferzellen, die aus Blut und Knochemark adulter AML-Patienten gewonnen wurden. 
Es sollte geklärt werden, ob es sich bei diesen Zellen um endotheliale Vorläuferzellen 
handelte, eine Abgrenzung gegenüber AML-Blasten erfolgen und der Einfluss der 
Bevacizumab Therapie auf die Zahl der Blasten und endothelialen Zellen untersucht 
werden.  
 
Es wurde deshalb in der vorliegenden Arbeit angestrebt, CECs, EPCs und hämatopoetische 
Progenitoren immunphänotypisch zu trennen und zu quantifizieren. Um diese 
Differenzierung zu erreichen, wurde ein 4-Farb-Panel zur immunphänotypischen 
Bestimmung von endothelialen Progenitorzellen etabliert, sodass eine Abgrenzung 
gegenüber AML Blasten bei Patienten mit akuter myeloischer Leukämie erfolgen kann. Die 
Spezifität und Sensitivität des 4-Farb-Panels sollte hierbei auch beurteilt werden. 
 
Mit Hilfe der Auswahl an Oberflächenproteinen ist es möglich, Hinweise auf den Ursprung 
der VEGF-R2 positiven Vorläuferzellen zu bekommen und so festzustellen, ob es sich bei 
diesen Zellen um endotheliale oder hämatopoetische Zellen handelt. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden EPC mittels entsprechender Oberflächenmarker 
charakterisiert und die Expression wurde mittels der FACS-Analyse gemessen. Die 
Differenzierung der Vorläuferzellen wurde untersucht, wobei man unterschiedliche Marker 
betrachtete, die zum einen spezifisch für Stamm- und Vorläuferzellen und zum  anderen 
spezifisch für Endothelzellen sind. 
 
Dabei wurden die Proteine CD34, CD45, CD13 und CD31 sowie die 
endothelzellspezifischen Antikörper VEGFR-2 und CD117 genauer untersucht, sowie das 
Oberflächenprotein VEGFR-2, das spezifisch auf hämatopoetischen Stamm- und 
Vorläuferzellen exprimiert. CD34 kommt auf hämatopoetischen Stamm- und 
Vorläuferzellen, auf Endothelzellen und auf embryonalen Fibroblasten vor (100;101), 
ausdifferenzierte hämatopoetische Zellen werden in der Literatur als CD34 negativ 
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beschrieben (102). Als ein weiteres wichtiges Molekül von hämatopoetischen Stamm- und 
Vorläuferzellen wird c-Kit (CD117) genannt. c-Kit wird von benignen und transformierten 
hämatopoetischen Vorläuferzellen sowie auf Endothelzellen und Neuronen exprimiert 
(103-105). Ebenfalls wurde CD45, ein Oberflächenprotein, das auf allen Blutzellen 
(Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen) vorkommt (106), in die Analyse mit 
einbezogen. 
 
Die Charakterisierung der Zellen wurde mit Hilfe der FACS-Analyse durchgeführt. 
Aussagen über die Differenzierung wurden anhand der oben genannten spezifischen 
Marker für Stamm- und Vorläuferzellen (CD34 und cKit) sowie anhand von 
Endothelzellmarkerproteinen (VEGFR-2) getroffen. Somit wurde bei Zellen, die weniger 
die Vorläuferzellmarker und mehr die Endothelzellmarker exprimierten, angenommen, dass 
diese Zellen in Richtung der reifen Endothelzellen differenzierten. Durch die Kombination 
der Marker für CD34, VEGF-R2 (flk-1, KDR) und CD117 gelang es, aussagekräftige 
Ergebnisse über die Präsenz bzw. Absenz von Progenitorzellen zu erhalten. Die reifen 
Zellen verfügen über den Marker CD34 und Vascular Endothelial Growth Factor-Rezeptor-
2 (VEGFR2 oder KDR), die unreifen Subpopulationen weisen ebenso CD133 auf (112; 
113; 114).  
 
Ebenso ist es wesentlich, EPCs von CECs zu differenzieren. Der Unterschied wird vor 
allem dadurch beschrieben, dass EPCs in der Lage sind, koloniebildende Einheiten mit 
Differenzierungspotential in Endothelzellen zu bilden (so genannte late out-growth colony-
forming units-endothelial cells, CFU-EC). Schwierig ist die Abgrenzung jedoch von CEPs 
gegenüber Subpopulationen myelomonozytären Ursprungs. Diese Unterscheidung 
zwischen EPCs, CEPs und myelomonozytären Zellen kann beim Menschen nur durch den 
Oberflächenmarker CD133 erfolgen (115).  
 
Mittels der Untersuchung einiger weniger Marker ist die Zuordnung zur myeloischen oder 
lymphatischen Zell-Linie eindeutig möglich. Durch die Expression der myelomonozytären 
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Marker MPO (nach der FAB-Klassifizierung ≥ 3 %), CD13, CD33, CD65w und/oder 
CD117 kann die AML definiert werden (72;73). 
 
In anderen Arbeiten zur Isolation von Endothelvorläuferzellen wurde der 
Oberflächenmarker CD34 eingesetzt sowie eine Zellpopulation von CD133 positiven, 
CD34 positiven und VEGFR-2 positiven Zellen als endotheliale Vorläuferzellen (EPC) 
beschrieben (77). Die CD45 Expression wurde dabei von einigen Autoren als unzureichend 
beschrieben, um als alleiniger Marker für EPC’s zu fungieren (67;78;79). Hierbei konnte 
gezeigt werden, dass ein Gate mit CD19, CD3 und CD33 mit gegebenenfalls CD45 als ein 
Ausschlußkriterium genutzt werden kann (80). 
 
In der vorliegenden Untersuchung variierte die Ausbeute der endothelialen Vorläuferzellen 
sehr stark. Proben für FACS Analysen gelten heparinisiert als haltbar für 24 Stunden. Der 
Anteil von Debris stieg bei den hier untersuchten Proben mit zunehmender Latenz zur 
Messung deutlich an.  
 
Dies kann jedoch auch durch die schwankende Qualität der Blutproben beeinflusst sein. Bei 
der Isolation von Zellen aus den peripheren Blutproben betrug die Latenz maximal 24 
Stunden. Die Blutproben aus dem aspirierten Knochenmark wurden hingegen maximal 12 
Stunden gelagert. Somit konnte hier eine gleich bleibende Qualität erreicht werden, und 
Schwankungen in der Ausbeute wurden verringert. So ist es von Vorteil, bei der Isolation 
von Zellen aus Blut auf eine maximale Lagerzeit von 12 bis 24 Stunden und auf die 
Versetzung des Blutes während der Entnahme mit Antikoagulantien (EDTA) zu achten, um 
Qualitätschwankungen zu verringern. Die Auftrennung der einzelnen Phasen in der 
Dichtezentrifugation und die Ausbeute sind umso einfacher, je frischer die Blutprobe ist. 
Bei einer frischen Probe kann von erhaltenen Oberflächenproteinen auf diesen Zellen 
ausgegangen werden, die für die Proteinexpressionsanalyse per FACS Vorraussetzung ist. 
Die Methode der Detektion von EPCs muss jedoch auch krtisch betrachtet werden, da ein 
Hauptproblem die extrem niedrige Anzahl der Zellen im peripheren Blut darstellt. Wie 
schon erwähnt, besitzen die Zellen nur einen Anteil von 1:10.000 bis 1:100.000 an den 
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peripheren mononukleären Zellen. Durch Überakquisition wurden erst die notwendigen 
Zellzahlen erreicht. Zur genauen Detektion der Zellen ist eine Eliminierung des 
Hintergrundrauschens um 99,999% nötig. Selbst frisch entnommenes Blut weist eine 
unspezifische Bindung der Isotypenkontrollen zwischen 0,1% und 0,5% der zu 
analysierenden Zellen auf. Das entspricht einer Rate von Verfälschung, die höher als die zu 
erwartende Anzahl der zu messenden Events ist. Als Erstes erfolgte daher der Ausschluss 
aller nicht relevanten Zellen nach 3.3 und 3.4. Nach diesem Ausgaten, insbesondere des 
Debris und der Granulozyten, wurden die gesuchten Zellpopulationen in den 
überakquirierten Proben sichtbar. Auch in anderen aktuellen Forschungsarbeiten werden 
verschiedene Isolationsmethoden verwendet und Zellen mittels verschiedener Marker 
isoliert. Ebenso werden die Zellen aus unterschiedlichen Ressourcen wie Nabelschnurblut, 
Knochenmark und peripheres Blut gewonnen, wodurch nicht gesichert ist, dass die daraus 
isolierten EPC denselben Differenzierungsgrad aufweisen. 
 
Nach Einstellung des FACS Gerätes erfolgte die Kompensation der Probe anhand von 
Ansatz 1 (ungefärbt), Ansatz 2 (Ig1/Ig2/CD45) und Ansatz 4 (CD4/8/20/45). Die 
Überprüfung erfolgte Anhand von Ansatz 3 (CD 45/14). Danach wurden Debris und avitale 
Zellen mit einem Gate von der weitern Analyse ausgeschlossen. Zur Analyse der EPC und 
CEC wurden die Monozyten und Makrophagen ausgegatet.  
 
Es erfolgte die Akquisition von 100.000 bis 1.000.000 Events der jeweiligen Ansätze in 
Abhängigkeit von der Probenqualität und die Auswertung der Events und Gaten der 
einzelnen Subpopulationen. Zum Unterscheiden der endothelialen Zellen von 
hämatopoetischen Zellen erfolgte der Ausschluss letzterer Zellen mittels CD-45 
Expression. Potentielle CD-45 negative endotheliale Zellen wurden über die Marker 
CD117-, CD34+  und VEGF-R2+ identifiziert. 
 
Die Expressionsanalyse der VEGF-R2+-Vorläuferzellen aus dem peripheren Blut ergab, 
dass die Proteine VEGF-R2 und CD34 auf der Oberfläche exprimiert wurden, wie mit Hilfe 
der FACS Analyse detektiert werden konnte. Zudem wurde CD117 als auch CD133 auf den 
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VEGF-R2+-Vorläuferzellen nachgewiesen. Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, mit 
Hilfe der Auswahl an Oberflächenproteinen Hinweise auf den Ursprung der VEGF-R2¬ 
positiven Vorläuferzellen zu bekommen und so festzustellen, ob es sich bei diesen Zellen 
um endotheliale oder hämatopoetische Zellen handelt. Dieses Resultat der Untersuchung 
deckt sich mit den Ergebnissen mehrerer anderer Gruppen (70;76;77) und weist auf den 
Ursprung aus hämatopoetischen Vorläuferzellen hin.  
 
Ziel der vorliegenden Untersuchung war es aber auch, festzustellen, ob sich EPC als 
Marker im Rahmen einer Behandlung mit Bevacizumab der akuten myeloischen Leukämie 
im Erwachsenenalter eignen. Als Trend lässt sich ein Abfall der Zahlen an EPC nach Gabe 
von Bevacizumab beobachten. Dieser ist über alle Zyklen betrachtet signifikant. Eine 
einzelne Betrachtung jedes Zyklus zeigt jedoch keine signifikanten Ergebnisse. Es lässt sich 
jedoch ein tendenzieller Rückgang der EPC zwischen Zeitpunkt 1 und Zeitpunkt 2 
feststellen. 
 
Eine Analyse der absoluten Anzahl von Blasten bezogen auf die mononukleären Zellen 
zeigt keinen signifikanten Rückgang der Blasten im Verlauf der Therapie über alle Zyklen 
Eine einzelne Betrachtung jedes Zyklus ist ebenfalls nicht statistisch signifikant. 
 
Zusammengefaßt zeigten die Daten einen signifikanten Effekt des antiangiogenen 
Bevacizumab auf den Abfall der zellulären VEGF Expresion im Knochemark nach 1-3 
Zyklen Bevacizumab Gabe ohne gleichzeitig eine signifikante antileuämische Aktitvität in 
der Patientengruppe zu entwickeln. Starke Nebenwirkungen, insbesondere Blutungen oder 
Thrombosen trotz niedriger Thrombozyten und Proteinurie traten in der behandelten 
Patientengruppe nicht auf (98).  
 
Die eindeutige Eignung der EPC als Surrogatmarker für eine anti-angiogenetische Therapie 
lässt sich hieraus jedoch nicht ableiten. Zur abschließenden Beurteilung einer 
antiangiogenetischen Therapie im Vergleich zu den etablierten Therapieprotokollen und 
einer individuellen Dosisfindung bedarf es weiterer klinischer Studien.  
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Insbesondere eine Kombination der derzeitigen Therapie mit einer antiangiogenetischen 
Therapie bedarf weiterer Evaluation und zeigt vielversprechende Resultate im Sinne einer 
kompletten Remission (99). 
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6 Zusammenfassung 
Die Bedeutung der klinischen Forschung an Stamm- und Vorläuferzellen besonders im 
Bereich der Geweberegeneration hat mit der Verbesserung der analytischen Methoden 
zugenommen. Stammzellen für mesodermale Zellarten sind im menschlichen Körper im 
Knochenmark zu finden, wo sie durch verschiedene Stimuli für physiologische und 
pathologische Prozesse aktiviert werden können. Stammzellen aus adulten Organismen 
werden unterteilt in endodermale, ectodermale und mesodermale Stammzellen, welche 
endotheliale Vorläuferzellen bilden. Diese Vorläuferzellen wurden in der vorliegenden 
Arbeit mittels FACS charakterisiert. Ihre Funktion bei der Angiogenese, speziell der 
Tumorangiogenese bei hämatologischen Erkrankungen wurde untersucht während  einer 
Therapie mit Bevacizumab.  
 
Für leukämische Erkrankungen wird die Nutzung antiangionetischer Substanzen zusammen 
mit einer Chemotherapie erst in wenigen klinischen Studien geprüft.  
 
Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, mit Hilfe der Auswahl an 
Oberflächenproteinen festzustellen, ob es sich bei diesen Zellen um endotheliale oder 
hämatopoetische Zellen handelt. Dieses Resultat deckt sich mit den Ergebnissen mehrerer 
anderer Gruppen (70;76;77) und weist auf den Ursprung aus hämatopoetischen 
Vorläuferzellen hin.  
 
Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die Klärung, ob sich endotheliale Vorläuferzellen als 
Surrogatmarker für antiangiogene Therapien verwenden lassen. Unter einer anti-
angiogenetischen Therapie mit Bevacizumab fielen die gemessen Werte der EPC ab. Ein 
gleichzeitiger Rückgang der Blastenzahl ließ sich nicht auf einem signifikanten Niveau 
feststellen. Die eindeutige Eigung der EPC als Surrogatmarker bei einer anti-
angiogenetischen Therapie lässt sich hieraus nicht ableiten und bedarf weiterer 
Untersuchungen. 
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